



张 　兵 　夏 　春33 　陈 　福①
(厦门大学医学院组织胚胎学教研室 ,厦门　361005)
　　【摘要 】　目的 　研究大鼠腓肠肌内蛋白激酶 B (Akt/PKB )各亚型伴随年龄变化的表达差异。　方法 　用反转录 PCR
(RT2PCR)、免疫印迹 (western blotting)检测老年组 (30月龄 )和青年组 (6月龄 )大鼠腓肠肌内 Akt各亚型 mRNA和蛋白表达 ,
并统计分析比较。　结果 　 (1) 30月龄组大鼠腓肠肌内 Akt1与 Akt2的 mRNA水平均高于 6月龄组 ( t = 7. 124, P = 0. 000; t =
2. 598, P = 0. 021) , Akt3差异无显著性 ( t = 0. 460, P = 0. 653)。 ( 2)两组间 Akt1蛋白表达水平无显著变化 ( t = 0. 469, P =
01646) , 30月龄组 Akt1的 Thr308磷酸化水平低于 6月龄组的表达 ,有显著差异 ( t = - 9. 861, P = 0. 000) ; 30月龄组 Akt2的蛋
白水平高于 6月龄组的表达 ,有显著差异 ( t = 7. 522, P = 0. 000) ; Akt3蛋白表达在两组间无差异 ( t = 0. 058, P = 0. 955)。　结
论 　大鼠腓肠肌中 Akt三种亚型伴随年龄改变表达存在差异 ,推测 Akt各亚型在此过程中可能发挥不同功效。
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【Abstract】　 O bjective　To study the exp ression of p rotein kinase B (Akt/PKB) isoform s in the gastrocnem ius muscle of rats
at different ages. 　M ethods　The exp ression levels of mRNA and p rotein of three Akt isoform s in the gastrocnem ius muscle of 302
month2old and 62month2old rats were detected respectively by RT2PCR and W estern blotting. Data were analyzed statistically. 　
Results　 (1) The levels of Akt1 and Akt2 mRNA in the 302month2old rats was significantly higher than those in the 62month2old rats
( t = 7. 124, P = 0. 000; t = 2. 598, P = 0. 021) , however, no significant difference was found in the level of Akt3 mRNA between the
two group s ( t = 0. 460, P = 0. 653) . ( 2) The level of Akt2Thr308 phosphorylation in the 302month2old rats was significantly lower
than that in the 62month2old rats ( t = - 9. 861, P = 0. 000) , while the level of Akt2 p rotein in the 302month group was significantly
higher than that in the younger rats ( t = 7. 522, P = 0. 000). No significant differences were detected in the levels of Akt1 and Akt3
p roteins between the two group s ( t = 0. 469, P = 0. 646; t = 0. 058, P = 0. 955). 　Conclusion　The exp ression levels of three Akt
isoform s in the gastrocnem ius muscle of rats change with age, suggesting that the three isoform s of Akt have different functions in the
gastrocnem ius muscle metabolism of rats at different ages.
【Key W ords】　Akt1; 　Akt2; 　Akt3; 　Rats; 　Gastrocnem ius muscle; 　A trophy
　　运动损伤治疗术后 ,例如交叉韧带重建术后萎
缩的肌肉不能完全恢复 ,其原因很多 ,但肌肉组织自
身的改变可能起主要作用。蛋白激酶 B ( p rotein
kinase B , PKB , Akt)作为一种人体重要的苏氨酸 /丝
氨酸蛋白激酶 ,广泛分布于机体包括骨骼肌纤维在
内的各种细胞中 ,分 Akt1、Akt2和 Akt3三种亚型 ,
生物学功能以促进细胞生长、调节蛋白和糖原代谢
为主 [ 1～3 ]。文献已经证实伴随年龄增长骨骼肌出现
明显的数目减少 (肌肉萎缩 )以及蛋白和糖原代谢
异常等 ,类似于术后的肌肉萎缩变化 [ 4 ]。本文拟通
过反转录 PCR ( reversed transcrip t PCR, RT2PCR )和
免疫印迹 (western blotting)等方法从 mRNA水平和
蛋白水平分别对青年组 ( 6月龄 )和老年组 ( 30月






健康 SD ( Sp rague2Dawley)清洁级大鼠购自上海
斯莱克实验动物有限责任公司 ,许可证号 : SCXK
(沪 ) 2003 - 0003。按照国家啮齿类实验室动物喂
养条件 ,饲养环境为室温 ( 18 ±2) ℃,光照时间 12
h。6月龄 8只 ,体重 (203 ±21) g; 30月龄 8只 ,体
重 (454 ±32) g。
1. 2　方法
1. 2. 1　RNA 提取 　麻醉下取大鼠后小腿正中切








每只切取腓肠肌 50～80 mg,迅速加入 Tri Reagent
(上海生工生物公司 )高速研磨 , 12500 g离心 20
m in,取上清液加入异丙醇 ,室温放置 15 m in, 4 ℃
13000 g离心 10 m in,底部即为 RNA,用乙醇洗 2次 ,
加入无核酸酶的水保存在 - 80 ℃备用。次日取部
分 RNA 紫外分光光度计 ( 260 nm、280 nm )测定
RNA浓度 ; 0. 8% SDS胶验证 RNA。
1. 2. 2　RT2PCR　在 20μl反应体系中加 1μl随机
引物 ( 200 ng/μl) , 1μl O ligo dT ( 100 ng/μl) , 1μg
RNA , 70 ℃水浴 5 m in,快速放到冰上震荡 ,加入 7
μl RT 混合液 , 44 ℃水浴 2 m in, 再加入 1 μl
SuperScrip ts II RT(上海生工生物公司 ) , 44 ℃孵育
50 m in, 85～90 ℃ 5 m in终止反应 ,获得 cDNA放置
- 80 ℃备用。
1. 2. 3　扩增基因 ( cDNA ) 　根据基因文库我们设
计了 Akt三种亚型引物并 PCR扩增。Akt1:上游引
物 5′- GGGGGCCACGGATACCAT - 3′, 下游引物
5′- CCTCGGCCGCTCTGTCTTC - 3′, cDNA 稀释浓
度 1μg (反应体系 25μl) ,循环数为 24,退火温度
58 ℃, 片段大小 700 bp。Akt2: 上游引物 5′-
GGCCCCGGTACTTCCTTC - 3′, 下 游 引 物 5′-
TAGCCCGTATCCACTCTTCCCTCTC - 3′, cDNA稀释
浓度 0. 2μg(反应体系 25μl) ,循环数 24,退火温度
58 ℃, 片段大小 700 bp。Akt3: 上游引物 5′-
AAGACAGACGGCTCATTCATA - 3′,下游引物 5′-
TGCAGTCGATCGGCTACTACAG - 3′, cDNA 稀释浓
度 1μg (反应体系 25μl) ,循环数 24,退火温度 51
℃,片段大小 700 bp。 PCR产物跑 2. 5% SDS胶 ,
EB染色 ,α - 凝胶呈像仪 8900拍照 ,每个样品以
18S做内标 ,比较样品与内标差值 , t检验统计分析。
1. 2. 4　蛋白提取 　切取冷冻的腓肠肌 ,加入蛋白提
取液研磨制成匀浆 ,高速冷冻离心提取蛋白 ,根据
B io - Rad 公 司 提 供 的 蛋 白 浓 度 测 定 步 骤 ,
Model3550酶标仪测定蛋白浓度 ,放置 - 80 ℃备用。
1. 2. 5　western blotting　取 10 μg蛋白样品进行
SDS - PDGE电泳 ,并转至 PVDF膜 ;室温摇床封闭 2
h, TBST缓冲液漂洗 3次 ,分别结合 Akt相关抗体
(Akt1、Akt2、Akt3、P2Akt12Thr308) 4 ℃摇床孵育过
夜 , TBST漂洗 3次 ,加入辣根过氧化物酶标记的不
同比例 (1: 5000～1: 10 000)二抗 ,室温摇床孵育 2
h,结合化学发光剂暗室内 X光底片感光成像 ,每次
实验重复 3次 ,内标为β2actin,并对结果扫描 ,比较
样品与内标差值 , t检验统计分析。
2　结果
2. 1 　大鼠不同年龄组腓肠肌内 Akt三种亚型
mRNA ( cDNA)水平检测
见表 1。 30 月龄组腓肠肌内 Akt1、Akt2 的





变。结合 Akt1的 Thr308位点磷酸化抗体检测到 30
月龄大鼠骨骼肌内 Akt1的 Thr308磷酸化水平明显
低于 6月龄组 ;结合 Akt2抗体检测显示 30月龄组
大鼠骨骼肌内 Akt2的蛋白表达水平明显高于 6月
龄组 ;结合 Akt3抗体检测显示两组间 Akt3的蛋白
表达水平无显著差异。
表 1　不同月龄大鼠 Akt三种亚型




30月龄 0. 5475 ±0. 0064 0. 5391 ±0. 0333 0. 1788 ±0. 0079
6月龄 0. 3945 ±0. 0205 0. 4382 ±0. 0200 0. 1735 ±0. 0084
t值 7. 124 2. 598 0. 460
P值 0. 000 0. 021 0. 653
表 2　不同月龄大鼠 Akt1及 Thr308磷酸化、Akt2、Akt3蛋白表达的比较 ( n = 8, x ±sx )
组别 Akt1 P2Akt12Thr308 Akt2 Akt3
30月龄 0. 9315 ±0. 0097 0. 3577 ±0. 0206 0. 7340 ±0. 0241 0. 6250 ±0. 0157
6月龄 0. 9228 ±0. 0158 0. 6084 ±0. 0149 0. 4492 ±0. 0292 0. 6237 ±0. 0161
t值 0. 469 - 9. 861 7. 522 0. 058




脂酰肌醇 3激酶 ( P I3K) ,活化胞膜上磷脂酰肌醇 2
磷酸 ( P IP2)、磷脂酰肌醇 3磷酸 ( P IP3) ,使其与 Akt
的 PH功能区结合 ,将 Akt从胞质转位至胞膜 ,借助
磷酸肌醇依赖激酶 1 ( PDK1)、磷酸肌醇依赖激酶 2
( PDK2)磷酸化 Akt的特定苏氨酸 Thr、丝氨酸 Ser
位点。Akt的 Thr和 Ser位点磷酸化是其具有活性
的前提 ,三种亚型被激活的磷酸化位点分别为 :




用 ,其中 Akt1 主要调控细胞生长调控 [ 5, 6 ]。例如
Akt1
- / - 小鼠表现为躯体生长缺陷 [ 5 ] ;酵母中 Akt的
同源基因 Sch9的突变可以延长酵母的寿命 [ 7 ] ;尤其
在骨骼肌内持续活化的 Akt1可使体内和体外肌肉
肥大 ,阻止去神经的肌肉萎缩 [ 8 ] ,即 Akt1促进细胞
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生长。现已知年龄增加可使骨骼肌数量减少 ,即骨
骼肌萎缩是增龄后骨骼肌变化的主要特征 [ 4 ] ,那
么 ,在这个过程中 Akt1变化如何 ? 本研究结果显示
30月龄腓肠肌内 Akt1的 mRNA水平明显高于 6月
龄组 (表 1) ,按一般规律推测同时 Akt1的蛋白表达
水平也可能升高 ,但是结果却显示 Akt1蛋白表达并




有基本活性的关键 [ 9 ]。本研究通过结合 Akt1 的
Thr308位点磷酸化抗体检测其磷酸化 ,显示与 6月
龄相比 30月龄 Akt1的 Thr308位磷酸化出现下降
(表 2) ,从而提出这种可能 :尽管随年龄增长骨骼肌
萎缩过程中 Akt1的 mRNA水平增高 ,但 Akt1翻译












代谢相关 [ 6 ] :例如 Akt2缺乏降低了葡萄糖的摄入使
Akt2
- / - 小鼠出现 2型糖尿病症状 ; Akt2被阻断可
导致小鼠 IR出现 [ 5, 10 ]。这些资料表明 , Akt2能够
促进葡萄糖的摄入 ,从而防止 IR出现 ,借此推测伴
随年龄增长肌肉萎缩过程中骨骼肌内 Akt2表达可
能会下降。但本研究显示青年组和老年组之间比
较 ,大鼠腓肠肌内 Akt2的表达并没有降低 ;反之 ,
Akt2的 mRNA以及蛋白表达水平提高 (表 1、2 )。
结合以往学者研究可能存在两种解释 :一种是增龄
状态下胰岛素代谢可能存在不依赖 P I3K/Akt的途
径 , Akt2不参与增龄引发的 IR,这个观点已有学者
证实 [ 11 ]。但最近几年有研究表明根据这个非依赖
P I3K/Akt途径构建的一些组分 siRNA并不能阻止
胰岛素作用 [ 12 ]。另一种解释是 Akt2可能参与胰岛
素代谢 ,但并不是胰岛素代谢所必需的。因为有学
者研究得出 :尽管 Akt2参与正常葡萄糖代谢 ,但并
没有证据表明这种激酶是胰岛素信号途径所必需
的 [ 10 ]。要明确 Akt2在伴随增龄骨骼肌萎缩过程中
的表达意义还需大量后续工作 ,这也为我们进一步
研究提供了目标。而有关 Akt3的已有研究资料显
示其缺乏可以导致脑内神经元大小变化 [ 13 ] ,但本研
究结果表明增龄并没有导致骨骼肌内 Akt3 的
mRNA和蛋白表达水平的改变 (表 1、2) ,可能 Akt3
并没有参与骨骼肌伴随增龄发生的一系列细胞活
动。
总之 ,本研究通过对青年组 (6月龄 )和老年组
(30月龄 )大鼠腓肠肌内 Akt三种亚型 mRNA进行
检测并统计分析比较 ;同时对 Akt三种亚型蛋白表
达进行观察 ,结果证实 Akt三种亚型在此过程中表
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